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Patentanspruch: 

1 . Verfahren zur Herstellung neuer Inhibitoren der Oipeptidyl Peptidase IV, gekennzelchnet dadurch, 
daB AminosSureamide der allgemeinen Formel I 

A-B (I) 

synthetistert werden, worin A und B wie folgt definiert sind: 

A =■ a-AminocarbonsfiurederStnjkturH 2 H-CHR-COOH (R = aliphatischer,aromatischeroder 
heterocyclischer Rest, beispielsweise Alanin, Valin, Leucin, Serin, Threonin, Cysteln, Methionin, 
Prolin, Lysln, Arginin, Histidin, GlutaminsSure, Glutamin, AsparaginsSure, Asparagin, Phenylalanine 
Tyrosin, Tryptophan, Norvalin, Norleucin, Ornithin, 2,4-Diaminobuttersfiure, a-AminobuttersSure, 
vorzugsweise Isoleucin- jeweils in der L-Konfiguration, a-AminoisobuttersSure, im Falle der 
trifunktionellen AminosSuren auch die entsprechenden N"- oder C w - oder 0- bzw. S-substituierten 
Derivate in der L-Konfigu ration, vorzugsweise N"-Acyl, C- bzw. O-Benzyl-AminosSuren, 
beispielsweise N e -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, O-Benzyl-L-Serin, O-Benzyl-L-Tyrosin, 
L-Glutaminsaure-y-benzylester, L-AsparaginsSure-p-benzylester sowie entsprechende, 
insbesondere durch Halogen, Nitro-, Hydroxy-, niedere lineare oder verzweigte Alkyl- bzw. Alkoxy- 
Reste ringsubstituierte Derivate des UPhenylalanins, L-Tyrosins, L-Tryptophans, vorzugsweise 
4-Nitro-L-Phenylalanin bzw. a-lminocarbonsauren 

j — ( C tta ) n — j 

der Struktur HN ; CH-COOH mit n = 2,3,4 beispielsweise L-Azetidin-2-carbonsaure, 

L-Prolin, L-Pipecolinsiure, verwandte Verbindungen wie L-3,4-Dehydroprolin, L-Thioprolin sowie 
die entsprechenden durch Halogen*, Nitro-, Hydroxy-, Cyano-, niedere lineare oder verzweigte 
Alkyl- bzw. Alkoxyreste substituierten Derivate, beispielsweise L-4-Hydroxyprolin. 
B = spezielle heterocyclische Amine oder heterocyclische Aminaldehyde: Pyrrolin, Thiazolin, 
Piperidin, Morpholin, Pyrazolin, Pyrazolidin, Piperazin, Oxazolin, Oxazolidin, Imidazolin, 
Imidazolidin, Azetidin, Aziridin vorzugsweise Pyrrolidin, Thiazolidin, L-Prolinal, L-Thioprolinajfc 
sowie die entsprechenden durch Halogen-, Nitro- bzw. Alkylreste substituierten Derivate una ihre 
Darstellung ausgehend von X-A-Y bzw. X-A(ZhY (im Falle einer trifunktionellen Aminosaure fur A) 
durch Umsetzung mit B, worin A und B wie oben definiert sind, X fur eine in der Peptidchemie 
gebrduchliche a-Aminoschutzgruppe, vorzugsweise der tert. Butyloxycarbonyl-Rest steht, Z in 
AbhSngigkeit von der Struktur der trifunktionellen Aminosaure eine gebrSuchliche 
Seitenkettenschutzgruppe, bevorzugt vom tert. Butyl-Typ (tert Butyloxycarbonyl, tert, Butylester, 
0- oder S-tert. Butyl) darstellt, und Y Hydroxy, Aktivester, bevorzugt Pentafluorphenyl bzw. 
N-Hydroxysuccinimidester bedeutet nach den in der Peptidchemie ublichen Methoden zur 
Knupfung der Amidbindung, vorzugsweise uberdie Mischanhydridtechnik bzw. die 
Aktivestermethode erfolgt und anschlieSend die fur X und Z eingesetzten Schutzgruppen mit den in 
der Peptidchemie ublichen Deblockierungsverfahren fur die oben genannten Schutzgruppen vom 
tert. Butyl-Typ durch Acidolyse entfernt und falls erforderlich durch Umkristallisation bzw. durch 
Saulenchromatographie an Sephadex G 10 oder schwach saurem k>oenaustauscher gereinigt 
werden. 

2. Verfahren zur Herstellung neuer Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV nach Anspruch 1 , 
gekennzelchnet dadurch, daB die Aminosaurederivate 

lle-pyrrolidid, 
lle-thiazolidid, 
lle-prolinal, 
lle-thioprolinal, 

N e -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-Lys-pyrrolidid, 
N e -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-Lys-thiazolidid, 
N c -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-Lys-prolinal 
N e -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-Lys-thioprolinal. 
hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkpotenz bevorzuqte Verbindungen darstellen. 
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3. Verfahren zur Herstellung neuer Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV nach Anspruch 1 und 2, 
gekennzetchnet dadurch # daS diese und/oder deren pharmazeutisch annehmbare Seize die 
katalytische AktivitSt des Enzyms in gereinigter Form als auch in normalen oder ppthologisch 
verSnderten menschlichert und tierischen Organen, Geweben und Zellen menschttclw, tierischer, 
pflanzlicher und mikrobieller Herkunft sowohl in vivo als auch in vitro hemmen und als potentielle 
Therapeutika in Bereichen der dutch die Dipeptidyl Peptidase IV regulativ gesteuerten 

* Stoffwechselprozesse fur die Medizin von Bedeutung sind. 



AnwendungsgebJet der Erfindung 

Did Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung neuer Inhibitoren der Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV) auf der Basis spezieller 
Aminosfiuroderivate mit heterocyclischer Amidstruktur. Die erttndungsgemiBen Verbindungen hemmen die katalytische 
Aktivitfit der Dipeptidyl Peptidase IV kompetittv und kdnnen als reversible DO IV-lnhibitoren im Bereich medizinisch-biologischer 
Prozesse, an denen das Enzym funktionell beteiligt iat, als potentielle Diagnostika bzw. Therapeutika zur Anwendung kommen. 
Die Erfindung ist zur Anwendung in der Human- und Veterinfirmedizin, Pathobiochemie, Pharmakologie, Immunbiochemie und 
fur die pharmazeutische Industrie geeignet. 



Charakterlstika des bekannten Standee der Technik 

Die Dipeptidyl Peptidase IV ist ein im Siugerorganismus ubiquitar vorkommendes Enzym. Sie ist eine Serinprotease mit 
ausgepragter Substretspezifitft, die konsekutiv vom N-terminalen Ende einer Peptid- oder Proteinkette Dipeptide der Struktur 
X„-Pro und X„-Ala abspahet, vorausgesetzt in dritter Position der Sequerz befinden sich keine Prolin- oder Hydroxyprolin-Reste 
( vgl. Kullertz et el., Dipeptidyl Peptidase IV - Chemie, Biochemle und phystologische Aspekte, Beitrage zur Wirkstofforschung 
Heft 1 1, Akademie-lndustrie-Komplex Arcnelmittelforechung 1981). Neuere Befunde zeigen, datt die Dipeptidyl Peptidase IV ein 
physiologisch-blochemisch re lev antes Enzym zusein schelnt, das an einer Relhe von Stoffwechselprozessen, u. a. der 
Blutdruckregulation, Blutgerinnung und Proliferationsproaessen funktionell beteiligt ist (vgl. G. Kullertz et al., Dipeptidyl 
Peptidase IV-Biochemie, Physiologie und Pathobiochemie, Beitrlge zur Wirkstofforschung, Heft 27, Akademle-lndustrie- 
Komplex Aaneimittelforschung 1 986). Bekannt 1st daB X^-Pro- bzw. X„-Ala-Dlpeptide als kompetitive Inhibitoren der Dipeptidyl 
Peptidase IV wirktam sind, wobei ihre inhibitorische Wlrkpotenz vender Struktur des N-terminalen Aminosiure X„ abhangig ist. 
Insgesamt gesehen Ist aber ihre inWbhorische Wirksamkeit nicht stark ausgeprlgt (H. U. Demuth, Dissertation A, Math.-Nat. 
Fakuttit der UniversKIt Hatle 1981). DarOber hinaus wurden kurzlkh irreversible Inhibitoren (Acylenzyminhibitoren) fur die 
Dipeptidyl Peptidase IV vom Dipeptldyl-0-Arqyl-hydroxylamin.Typ beschrieben (vgl. H.U.Demuth et al., J. Enzyme Inhibition 
(1988), 2, 129). Bei sole hen Inhibitoren sind topdkologiache Bedenken bel In-vtvo-Untersuchungen nicht auszuschlietten. 
AuBerdem Ist im Falle eines therapeutische* Einsatzes von DP IV-lnhibitoren der reversiblen Hemmung von Enzymaktivitaten 
der Vorzug zu geben. 



Ziel der Erfindung 

Das Ziel der Erfindung besteht darin, einfach herstellbare. hochwirksame reversible Inhibitoren fur die Dipeptidyl Peptidase IV 
auf der Basis spezieller Aminosaurederivate mit heterocydischer Amidstruktur zur Verfugung zu stellen, die als gut vertrAgliche 
Substanzen sowohl in vitro als auch in vivo die katalytische Aktivitat der DP IV kompetitiv hemmen, wobei xweckgebunden in 
Abhangigkeitvon der Molekulstruktur eine graduelle Abstufung ihrer inhibitorische n Potenz erreicht werden kann und die 
bevorzugt in der Medizin. sowohl im Bereich der Diagnostik als auch in der Therapie von Bedeutung sein konnten. 



Darlegung des Wesens der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Inhibitoren (Or die Dipeptidyl Peptidase IV vom Aminosaureamid-Typ iu 
entwickeln, die reversibel die katalytische Aktivitit der DP IV hemmen und sich durch folgende Vorteile auszeichnen: 

1 . Einfache Molekulstruktur 

2. Einfache und damitkostengiinstige Herstellung 

3. Gezielte Modulierung der inhibitorischen Wirkpoteru durch Strukturmodifikation 

4. Gunstige physikalisch-chemische Parameter im Sinne einer hohen Penetrierfahigkeit 

5. Hohe Bioverfugbarkeitam Wirkort 

Die Aufgabe wird dadutch gelost, daB Aminosaureamide der allgemeinen Formel I 



synthetisiert werden, worio A und B wie folgt definiert sind: 

A » o-Aminocarbonsaure der Struktur HjN-CHR-COOH (R-aliphatischer, aromatischer oder heterocyclischer Rest): 
beispielsweiso Alanin, Valin, Leucin, Serin, Threonin, Cystein, Methionin, Prolin, Lysin, Arginin, Histidin, Glutaminsaure. 
Glutamin, Asparaginsiure. Asparagin, Pftenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Norvalin, NoHeucin, Ornithin, 
•> a n:«^*; MM K,.t«*rctii.r* n.AminnKnttMr«iiiirA vnm mmftisft Isnlmidn- ieweils in der L-Konfiauration, a-Aminoisobutter sa ire. im 
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Struktur 

r-(CHs).. — | 

'■ CH-COOII 



I la-pyrrol idid, 
lle-thiazolidid, 
tle-prolinjl, 
ile-thioprolinal, 

NM-Nitroberuyloxycarbonyl*Lys-pyrrolidid. 
NM-Nitrobenzyloxycarbonyl-Lys-thiaiolidid, 
NM-NitroberuyloxycarbonylLys-prolinal, 

N c -4-Nitrob«ruyloxycarbonYl-Lysthioprolinal ; lr , hihi t«r*n dar DP IV arfolot ausgchend von X-A-Y 

Amlnosaureamidert dar allgameinen Formal II und III 

(ID 

X-A-B 

(III) 

X-A(ZhB 

mit A. B, X, Z in der obigen Definition. 

warden konnen. . H.t.rrwn/Hiseher Amidstruktur gemattFormell und/oder deren 

Die ernndungsflemaa erh.Henen Am.no.aured.nv.ta im. B h £^ h *^ , ^SJ^i M , V die katalytische Aktivitat des 
phsr mazeutisch annehmbare Sa.z. ,k&nnen a » r.vembl '^^^iSSS^S^^ii^nS^lnOfV^ 

•ssjssxss^ — «— ■ 
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AixtthnwtfltMspM* 

Ammow^f^ t.thioprolintL-ThiKolidin^-carbonaur©) 

AcOH Ewlgeiure 

Boc tort. Butytoxycarbonyl 

CAIBE ChlortohlensJIureisobutylester 

DC DOnnichlchtchromatooramm, -chromatographisch 

OP iv Dipeptidyl Peptidase IV 

d.TK derTheorie 

EE Essigsfiureethylester 

EtOH Ethanol 

Pp Schmelzpunkt 

h Stunde(n) 

j.Vak imVakuum 

LM Ldsungsmittel 

MeOH Methanol 

Min. Minuten 

NEM N-Ethylmorpholin 

OPfp Pentafluorphenylester 

pf4A 4-Nitroanilid 

Raumtemperatur 

sc Saulenchromatographie, -chromatographisch 

7EA Triethylamin 

THF Tetrahydrofuran 

Z(NO,) 4-Nrtfoberuyloxycarbonyl 

CSSRIwurdenverwendet: . 70 + 30 + 1,5 

BAE Benzen-Aceton-Essigsaur* « ? « I on 

BAW 2-Butanol-Ameisensaure-Wasser ^5 + l » + ^ 

BEWE 1 -Butaool-Essigsaure-Wasser-Essigester 20 + 20 + 20 + zu 

BPEW i-Butanol-Pyridin-Essigsaure-Wasser 30 +20 + 6 + 24 

CM Chloroform-Methanol 

EPEW Essigester-Pyridin-Essigsaure-Wasser + « + * 

Inhibitorkoiuentration 3fach durchgefuhri. 



Beisplall 



NM-Nltoob^yloxyc.rbonvl-L-Ly.Jn-pyrrolldld - hydrochlor id lH-Lys[Z(NOJ)-N 



HCI) 



wieublichDa.n.chTrockneni.Vak.erha.teneamorpheBo^LyslZtNOl-N wurde.n20mn.1NHa/AcOH g elos,und 
Reinigung erfolgte SC an Sephadex G 10 mit 0.1 M AcOH als Elut.onsm.tiel. 



Ausbeute: 

Fp: 157-160°C 

[q)1°: +9,67° (c = 1, AcOH) 

DC: einheitlich in BAW. BEWE und BPEW 

Ki: (3,46±0,5)»10"'M 
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L-V«U»H>VTToUdld • hydrocNorid (H-Vil-W CJ HO) f .w..« 

Boo-Val-N C3 wurd.MRT30M^^ 

EtOH/EE in farb^en Nadeln tut. 

JUisbeute: S20mg(60.3%dJpi.) 
Fp: 17S-180X w 

|ol?: +33 f 93*|c-1 f AcOH) 
DC: einKoWich in BAW, BEWE und BPEW 

Ki: (4J5±0.7)O0- 7 M 

BeUpUHH ^ 
Usoleudn-pyrrolWldhydrochJorid(K-ll«-N 1 HCI) 

^nNHCI/AcOHbahandeltDaiProduk^ 

aetrocknet und anschKaOend au> hopfopanoVOiisopropylether ufnkr.stall.s.ert. 
Ausbeute: 760 mg (68,8 %d.Th.) 
Fp: 1 79-184 *C 

[ali°: +29.31'(c-1.AcOH) 
DC: einheitlich in BAW, BEWE und BPEW 

Ki: (2.43±0,1)«10-'M 

Belspiel IV 

L-Thloprolln-pyrfoJIdld-hvdroehlofld 

IV.1. Boe-SPro-N «....„H M rhAbkQhl«naur-20'CunterRuhrenmit484MlNEM und 495ul CAI8E 

Aumehmei*de*«ligan R0ck«tand«t mil n-Hexar. aatita Kristall.sai.on em. 
^Ausbeuta: 416mg(38%d.Th.) 
Fp: 1 08-109 *C 

[a|i , : -154.r(e-0.62.AcOH> 
DC : ainhaitlich in BAE, CM, EPEW 

IV.2.H-SPro-N Ha 

« 5ma Boc-SPr»-N d wurden in 3ml 1,1 N HCt/AcOH gelost. mit 300 ul Thioanisol versetxt und 30Min. bei RT 
ZZZZZZ^u*™™** t2te d.n R 0ck S ,.ndmHE th e rU ndkH,U l .isie rt a.usCHC, J /E,Ha fU m. 

Ausbeute: 182mg(88%d.Th.) 

Fp: 164-166 # C 

tolS f : -122/r<c«0.62;AcOH) 

DC : einheitlieh in BAW, BEWE, BPEW 

Ki: (3.95±0.4M<r*M 

Boisplel V 

l-lsoleucin-thlazolidid - hydrochlorid 
^— S 

Ausbeute: 952 mg (3 1 % d. Th.) 
\a)l % (01): - 14,1 *C (c = 0.6. AcOH) 
DC* einheittich in BAE, CM, EPEW 
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V.2. H-IU-N Zj HC * . . u or 

790mg Bocll^lhiaxblidid wurden in8ml 1,1 N HCI/AcOH 0 el6st mit 80M TMoanisol v^und 30M,n. be. RT 
stohTngalMsen. Danach wurde dor Anaatt i. Vak. ainaeangt ond da* Produkt mit Ether auagafallL 

Auabeute: 584mg(94%d.Th.J 

Fp: 116-1 20 *C 

[a]J 4 : +18,6Mc-0 f 77,AcOH) 

DC: einheitlich in BPEW, BEWE, BAW 

Ki: Jl^tO^IO-'M 



